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論 文 内 容 要 旨
序 論
線維芽細胞成長因子 一2(FGF-2>は、1974年に哺乳類の線維芽細胞の増殖 を促進す る
因子 としてウシ脳 より抽出 ・精製 された塩基性 タンパ ク質である。その推定一次構造はそ
の後のcDNA単離 によって明 らかにされた。また、FGF・2はヘパ リン様糖鎖 と高 い親和 性
で結合することによってその細胞増殖促進作用を発現する。FGF-2の生理的役割は重要で、
中胚葉誘導、胎生期 の神経分化、肢発生などの器官形成、血管新生、創傷治癒 など発生 か
ら生体形成 ・維持 までの広い領域 に関与する。また、その受容体は蛋白質チロシンキナー
ゼ活性 を有す る4つ のアイソフォームからな り、転写時に生 じる豊富な分子種 に よって
FGF-2応答性が選択 される ことになる。こう したFGF-2の研究は哺乳類 を中心に進められ
て きたが、鳥類お よび両生類 においてもその存在が報告 されてお り、発生初期胚誘導お よ
び胎生期器官形成におけるFGF-2の役割 を知る上で大いに貢献 してきた。 しか し、魚類 に
おいてはFGF-2に関する知見は殆 ど皆無の状態に等 しい。魚類、特に硬骨魚類 は水産業 に
おいて主要対象生物であることか ら、その細胞増殖機構 に関する知見は水産学的にも重要
と言 える。そこで本研究で は、硬骨魚類でのFGF-2の存在 を分子生物学的に検証 し、その
構造 と機瀧 に関する特徴 について検討 を試みた。
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第1章 ニ ジマ スFGF-2のcDNA単離お よび推定 ア ミノ酸 配列
既 に報告のある両生類、鳥類お よび哺乳類のFGF-2推定アミノ酸配列 をもとに硬骨魚類
ニジマスか らFGF-2ホモ ログをコー ドするcDNAを単離 した。この配列中にはMetから開始
される155アミノ酸残基 をコー ドす るオープンリーディングフレームが含 まれ、Met上流
直前には終止 コ ドンが存在 していた。また、この推定アミノ酸配列 は他系統種 に対 して70
%以上の相同性 を有 してお り、特に哺乳類で推定 されているヘパ リン結合部位お よび受容
体一次結合部位は哺乳類のそれ と完全に一致 してい た(:Fig.1)。但 し、受容体二次結合
推定部位 については連続 した特徴的3ア ミノ残基の存在が認め られた。また、平均距離法
による有根系統樹解析では、既知の脊椎動物系統種の 中でニジマスがFGF・2の共通祖先 に
最 も近い とい う結 果となった(Fig・2)。さらに、脳、脾臓、肝臓、卵巣お よび精巣の試
験:した全てのニジマス組織 においてFGF・2発現が確認 された(Fig,3)。
第2章 ニジマスFGF-2の一次構造 と細胞増殖促進活性
大腸菌で過剰発 現 させたニジマスFGF・2をヘパリン ・カラム に供する ことによって、精
製 されたニジマスFGP2蛋白質を調製するこ とができた。このニジマスFGF・2蛋白質は無
血清培養下 のキ ンギ ョ尾鰭由来RBCF-1細胞お よびマウス胎児肺由来BALB/3T3細胞の両
増殖 を濃度依存的に促進 した(:Fig.4)。しか し、ニジマスFGF・2はヒ トFGF・2に対 し約
4倍低い活性であった。先 に述べ たニジマスFGF・2の推定受容体結合部位 における特徴 的
な3ア ミノ酸残 基(PEM)・がこの活性強度に関与する と考え、ヒ ト型配列(TSW)へ の
置換,を行 った ところ活性は約2倍 に上昇することが判明 した。一芳、高濃度域でのFGF・2
は逆にRBCF-1細胞 の増殖 を阻害するとい った現象が認め られた。このことか ら、硬骨魚
類 においては強過 ぎる活性 はむ しろFGF-2シグナルを制御す るのに不向 きであるとも考 え
られた。
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第3章 ヘパ リンによるニ ジマスFGF-2の活性制御
ニジマスFGF-2のRBCF-1細胞 に対す る増殖促進活性は、10ng/m1のヘパ リンを共存 さ
せた場合 、対照に比 して活性が約7倍 に上昇 した(:Fig.5)。しか し、100ng/mlのヘパ
リンではニジマスFGF-2の効果は逆に強力に抑制されて しまった。その阻害様式は、第3
章で述べたFGF-2の高濃度域にお ける活性消失にヘパリン様糖鎖が関与する可能性 を示唆
している。 さらに、ヘパリ ンにはタンパク質分解酵素 や熱変性からニジマスFGF・2を保護
する作用 も認め られた。以上の結果か ら、硬骨魚類 においてもヘパ リン様糖鎖 はFGF・2の
活性 を支配す る重要な調節 因子であると同時に、細胞外に放出されたFGF-2を分解か ら守
るといった保護因子 としての役割も担っていると推察 された。
第4章 硬骨魚類由来株化細胞のFGF-2応答性 と内在的発現
硬骨魚類 由来株化細胞 であるRTG-2(ニジマス生殖腺由来)、RTレ4(ニ ジマス肝臓 由
来)、CHSE-214(マスノスケ胚体由来)は 発現量に差があるものの、FGF・2を内在的 に
発現 してい るこ とが判 明 した(:Fig.6)。さらに、 これ ら株化細胞 は外来性 ニジマス
FGF-2に対 し増殖応答性 を示 さないばか りか、無血清培養下での 自己分泌的な増殖 をも示
さなかった。また、RTG-2細胞での内在性FGF-2,は核に局在化 していることが明らか となっ
た(:Fig,7A)。FGF-2がこれ ら株化細胞の直接的な増殖因子 とは言 えないまで も、多 く
の株化細胞がFGF・2発現形質を共有するとい う結果は、細胞内(特 に核)に おいてFGF-2
が何 らかの役割を演 じている可能性を示す もの と考えられた。また、EPC(コイ浮腫 由来)
お よびBF-2(ブルーギル尾部由来)な ど他の硬骨魚類細胞株 において も、外来性FGF-2は
その増殖 を促進することはできなかった。 したがって、FGF-2活性が極めて低いウシ胎 児 、
血清のみを添加 した培地では、樹立 されて来る株化細胞の多 くがFGF・2非応答 陛形質を共
有す る可能性 は高い と考 えられた。
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第5章 硬骨魚類におけるFGF-2の核移行機構
哺乳類 のFGF・2翻訳機構 には、Met開始 コドン(AUG)の上洗にある3つ のLeuコドン
(CUG)を開始コ ドンと認識するユニークな翻訳開始機構が存在する。その結果、同一 の
mRNAからアミノ末端側が延長されたFGF-2分子種がさらに3種 翻訳 されることになる。
そ してこの延長配列部には核移行 シグナルが存在する。 しか し、ニジマスFGF-2では先 の
理由か らアミノ末端側における分子種 は生 じないことにな り、その核移行性 に興味が もた
れた。そ こでRBCP1細胞 にニジマスFGF-2cDNAを一 過性 に発現 させ た ところ、その
FGF-2は核に局 在化する ことが明 らか となった(:Fig.7B)。また、アミノ末端側 延長配
列部 を欠如 させた ヒ トFGF-2をRBCF4細胞で一過性発現 させても同様に核へ移行 した こ
とか ら(Fig.7c)、硬骨魚類 ではFGF・2の核 局在化機構iは遺伝子お よび輸送の両面にお
いて哺乳類 とは異なる と考え らμた。さらに、RBCF-1細胞株にアミノ末端側延長配列 部
を含むヒ トFGF-2を一過性 に発現 させた ところ、一番上流 にあるLeuコドンを開始 コ ドン
と認識す ることはで きるものの、それより下流の3つ の開始 コ ドンを同時に認識す るこ ど
はで きない ことが分かった(:Fig.8)。このことから、硬骨魚類では複式翻訳開始機構iが
存在 しない ことが明 らかとなった。
第6章 硬骨魚類の鰭再生における外来性FGF-2の効果
マダイ稚魚の尾鰭の一部を切除 し、その再生に対するニジマスFGF-2の効果を検討 した
ところ、2日 目に生 じる初期再生芽の成長が ニジマスFGF・2(!0～20μ9/の浸漬処理
によって有意 に促進 される ことが分かった(:Fig.9)。このことは、FGF・2が創傷面の細
胞外マ トリクスに速やかに結合 し、外胚葉性頂皮層下に出現する中胚葉性再生芽細胞の増
殖 を促進 した結果 と考えられた。 しか し、3日 目以降からの鰭条再形成期に入る とFGF-2
の再生芽成長促進効果はほぼ完全 に抑制 され た。鰭条は遊泳時の水圧に対す る再生芽体 の
支持体 として不可欠であ り、この意味か ら、FGF・2が初期再生芽細胞の成長 を促進 した に
も拘 わらず、再生芽体がその後の過成長に到 らなかったという結果は重要 と考えられる。
また、FGF-2の硬骨魚類での外肢再生芽成長への内在的関与、および鰭条分化開始時期 で
のその再生芽成長の調節機構の存在が以上の結果から推察 された。
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総合考察
本研 究か ら硬骨魚類のFGF・2が単離 ・同定 された。その生体内における発現分布は広 範
な組織にわたっていた。外肢(鰭)再 生芽の成長が外来性FGF・2によって促進 されたこ と
か らも、こうした内在性のFGF・2が硬骨魚各器官の形態形成お よび機能発現 に深 く関与す
る可能性 は高いと考えられ た。 また、FGF-2の核局在性が硬骨魚類細胞 において も認め ら
れたが、その機構は遺伝子(ア ミノ末端分子種の不在)、 翻訳(複 式翻訳開始の不可)、
輸送(移 行 シグナル非依存性)の 全てにおい て哺乳類 とは異なるものであった。 したが っ
て、推定 アミノ酸配列 における高度な保存性 とは逆に、その核移行機構 は脊椎動物系統種
の中で大 きく変化 している と言える。 しか し、このこ とは核移行性がFGF・2の機能におい
て重要な意味をもつ可能性 を示 しているとも言える。今後、硬骨魚類 におけるFGF-2研究
が重要な視点を提供 し得る ものと期待する。 また、硬骨魚類組織培養系へのFGF-2の応 用
は、魚類生理学分野での加v伽o解析の可能性 を大いに発展 させるものと考える。
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Fig.1ComparisonofthededucedaminoacidsequencesofFGF-2fromrainbowtrout,Xenopus,
chicken,mouse,bovineandhuman.Theheparin-bindingsitesareindicatedbyfilledtriangles.
Theputativereceptor-bindingsitesareshownbyblackboxes.
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Fig.2Phylogeneticanalysis(UPGMAmethod)ofthededucedaminoacidsequences.ofFGF-2
fromhuman,bovine,mouse,chicken,Xenopusandrainbowtrout.Estimatesofthenumberof
aminoacidsubstitutionsbetweenanypairedgroupareshownaboveeachline.
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Fig.3ExpressionofFGF-2mRNAinrainbowtrouttissues.Poly(A)+RNAsfromvarious
tissueswereusedtogeneratecDNAforPCRamplificationusing.rainbowtroutFGF-2specific
primers.ThePCRproductsweresize-fractionated,transferredtoanylonmembraneand
hybridizedwitharandom-primedDNAprobefromanentierrainbowtroutFGF-2cDNA.
Primersspecificfortherainbowtrout(i-actinwereusedasacontrol.
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Fig.4Dose-dependentmitogenicactivityofhumanandwildandmutantrainbowtroutFGF-2
proteinswithBALB/3T30rRBCF-1cells..CellproliferationwasdeterminedbyBrdU
incorpo}ation.Experimentswererepeated七hreetimes.●,wildtypeFGF-2;○,FGF-2/TSW;
△,FGF-2!AAA;[],humanFG:F-2.
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Fig.5Dose-dependentmitogenicactivityofrainbowtroutFGF-2withvariousconcentrationsof
heparin.TheproliferationofRBCF-1cellswasmeasuredbyBrdUincorporation.Cellswere
culturedwithoutheparin(●)orwith1㎎/ml(O),10ng/ml(口),100pglmlofheparin(△),
respectively.Eachvalueisplottedbytriplicatedeterminations.
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Fig.6WesternblotanalysisofFGF-2infivecelllines.CellswereculturedinDMEandF-i2
(1:1)mixturemediumsupplementedwith10%fetalcalfserum.Celllysateswerepreparedfrom
RTG-2(lane2),RTL-4一(lane3),CHSE-214(lane4),RBCF-1(lane5)andBALB/3T3(lane6)cells.
Hbparin-binding食action食omeach100μgoflysa七eprotein.wasanaly乞6dbyWesternblotting
usingantiserumagainstraihbowtrout.FGF-2.Lanelindica七eslngofrec6mbinant・rainbow
troutFGF-2.
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Nuclearlocaliza七ionofendogenousorexogenousFGF・2inteleostcells.RT住2cells(A)Fig.7
andRBCF-1cellstransfectedwitharainbowtroutFGF-2expressionvector(B)orwithahuman
FGF-2expressionvector(C)werefixedwith4%paraformaldehyde.Afterpermeabilizationby
TritonX-100,FGF-2wasvisualizedbyindirectimmunofluorescence.
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Fig.8ExpressionvectorstructuresandimmunodetectionofrainbowtroutandhumanFGF-2
proteins.A,shownaretheschematicstructuresofrtFGF-2andhFGF-2cDNAswereinserted
intopcDNA3expressionvector.ThepositionsoffirstATG(18kDa)andthreeCUGcodons(22.5
kDaoverlapingwith23kDaand24kDa)whichrecognizedasalternativeinitiationsiteswere
indicated.B,Celllysateswereprepared血omRBCF・1(lane2・6)andCOS-7(lane7-9)cellsand
analyzedbyWesternblottingusingantiserumagainstrainbowtrout(lane1-3)orhumanFGF-2
(lane4-9).CellsweretransfectedwithpCMV-rtFGF-2(lane3),pCMV-hmFGF-2(lane5and8)or
pCMV-hfFGF-2(lane6and9).Lane2,4and6indicatenon-transfectedcells.Heparin-binding
fraction血omeach100μgoflysateproteinwasloadedineachlane.
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Fig.9EffectofrainbowtroutFGF-20nredseabreamfinregeneration.Fishweretreatedwith
rainbowtroutFGF-2atconcen七rationsof10μg乃iter(blackbars)a:nd20μg几iter(3彦r加θ(江bαr3)
afteramputationo:ftheirfin.Non-treatedgroupisshownaslight-coloredbars.Theresultsare
shownasmean+SEofregeneratingareafromeightindividuals.*P<0:05betweencontroland
10ug/literFGF-2.**P<0.01betweencontroland20ug/literFGF-2.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
硬骨魚類の発生,形 態形成,創 傷治癒など広範な生理現象を理解する上で細胞増殖制御機構に関す
る知見は重要である。本研究は,硬骨魚類における線維芽細胞成長因子一2(FGF-2)の存在および
細胞増殖制御機構における役割を検討 したものである。
ニジマスよりFGF-2ホモログをコー ドするcDNAの単離に成功 した。配列か ら推i定された蛋 白質
の一次構造は,哺 乳類,鳥 類および両生類と相同性の高いものであった。さらに,組換え体大腸菌に
よって得 られたこの蛋白質が硬骨魚類由来応答性株化細胞の増殖を実際に促進することを示 した。 し
たがって,FGF-2が関与する細胞増殖制御機構は少なくとも硬骨魚類にまで遡 って存在することが
証明された。また,ヘパ リンがニジマスFGF-2蛋白質の活性に大きく影響を及ぼすことを示 し,ヘパ
リン様糖鎖が生体内におけるFGF-2の活性制御因子であることを推定 した。
一方,硬骨魚類株化細胞の多 くがFGF-2に対 し増殖応答性を示さないことを明らかにした。 これ
らFGF-2非応答性株化細胞の増殖は他の成長因子制御下にあると考え,生体内においてもFGF-2応
答性は限定された集団にのみ存在するものと推定 した。さらに,FGF-2非応答性株化細胞は共通する
性質としてFGF-2を内在的に発現していた。そ して細胞内におけるFGF-2の局在部位は核であるこ
とを見い出した。FGF-2の核局在性は哺乳類細胞においても認められるが,硬骨魚類細胞におけるそ
の機構は遺伝子(ア ミノ末端核移行性分子種の不在),翻訳(複 式翻訳開始の不可),輸送(核 移行シ
グナル配列非依存性)の 全てにおいて哺乳類 とは異なるものであることを明らかに した。
最後に,FGF-2が生体における傷鰭の初期再生芽成長を促進することを示した。しか し,鰭条再形
成期に入るとFGF-2による再生芽体の成長は完全に抑制 された。 これらの結果から,FGF-2は再生
芽を構成す る中胚葉性未分化細胞の増殖を促進す るが,形 態形成時におけ る分化 に伴い細胞 の
FGF-2応答性は喪失するものと推察 した。
ζのように,硬骨魚類では初めてFGF-2による細胞増殖制御機構の存在を証明し,その特徴および
生体における生理的意義について貴重な知見を加えた。本研究は今後の魚類生理学における研究の発
展に貢献するところ大である。よって審査員一同は本論文の著者が博土(農 学)の学位を授与される
に値するものと判定 した。
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